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Introdução 
A doença conhecida como couro-de-sapo da mandioca (Cassava Frog Skin Disease - CFSD) foi 
relatada pela primeira vez na Colômbia em 1971. No Brasil, essa doença foi constatada no Amazonas, Pará, 
Bahia e recentemente Rio de Janeiro. A etiologia do couro-de-sapo sempre foi atribuída a um vírus da 
família Reoviridae (dsRNA) CFSD, porém Alvarez et al. (2009) identificaram na Colômbia um fitoplasma 
pertencente ao grupo III relacionado a essa doença. Sob condições favoráveis a CFSD promove a redução do 
rendimento de raízes tuberosas podendo atingir até 100% e no teor de amido acima de 50% (Alvarez et al., 
2009). Os seus sintomas característicos depreciam o valor comercial da mandioca por deixar as raízes com 
aspecto enrugado, com depressões na casca em forma de “sulcos” ou “lábios” que quando coalescem 
formam um padrão do tipo “favo de mel”, além do engrossamento da película (casca), que passa a apresentar 
um aspecto corticoso e de difícil desprendimento e entrecasca com tonalidade opaca.  
Medidas de controle que visem o entendimento do comportamento, distribuição e etiologia do couro-
de-sapo são necessárias, porém incipientes no Brasil. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de 
identificar e caracterizar o fitoplasma associado ao couro-de-sapo em plantas sintomáticas. 
 
Material e Métodos 
Material vegetal: Vinte amostras foram coletadas em diferentes genótipos de mandioca apresentando 
sintomas de couro-de-sapo (CFSD). Os materiais coletados e analisados foram constituídos de raspas do 
câmbio vascular das hastes de acessos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG-
Mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF). O material coletado foi identificado e 
armazenado em ultrafreezer -80ºC por dois meses até o seu uso. 
Extração do DNA total: A extração do DNA total em que pode ser encontrado o DNA do fitoplasma foi 
obtida a partir de 200 mg de tecido do câmbio vascular das plantas com sintomas de CFSD. O método de 
extração utilizado foi de acordo com Dellarpota et al. (1983).  
Detecção molecular por PCR: Após a quantificação do DNA extraído, foram realizadas as reações de 
Nested-PCR. Para a reação utilizou-se o primeiro par de iniciadores externos P1/P7 (Deng and Hiruki, 1991; 
Schneider et al., 1995), e, posteriormente, o segundo par de iniciadores interno R16F2n/R2 (Gundersen and 
Lee, 1996)R16R2/ R16F2. Após a reação da PCR realizou-se o diagnóstico molecular dos fragmentos 
amplificados com tamanhos de 800pb em gel de agarose a 1%. Os fragmentos amplificados foram excisados 
do gel de agarose e purificados no Kit de purificação GFX (Amersham Biosciences/GE Healthcare) seguindo 
o protocolo do fabricante. 
Sequenciamento e caracterização molecular: Os fragmentos purificados foram sequenciados pela empresa 
Macrogen (Coréia do Sul) cujos resultados foram utilizados para a caracterização molecular in silico. Para a 
caracterização dos produtos sequenciados foram utilizados os programas SeqAssem e MEGA 5.1, além do 
uso da ferramenta do BLAST presente no banco de dados genômicos do NCBI. 
 
Resultados e Discussão 
Nos testes de detecção por Nested-PCR apenas três amostras apresentaram amplificação dos 
fragmentos esperados (BGM1212, BGM1526, BGM880R). Os resultados do sequenciamento destas 
amostras foi utilizado para a caracterização in silico, e montagem das sequências consensos de cada acesso 
positivo obtido na detecção molecular. Após montadas as sequências realizou-se um Blast (GenBank), e 
verificou-se que dos três fragmentos obtidos nos respectivos acessos, BGM1212, BGM1526, BGM880R, 
apenas dois acessos (BGM1212 e BGM1516) apresentaram identidade de 99% com o gene 16S rRNA de 
fitoplasma de mandioca (EU346761 e AY737647), descrita por Alvarez et al. (2009) infectando mandioca na 
Colômbia. Em relação ao fragmento amplificado e sequenciado a partir da amostra BGM880R, análises de 
caracterização revelaram que a sequência obtida não correspondia a um fragmento de fitoplasma de 
mandioca. Este apresentou uma alta similaridade com DNA de bactérias endofíticas. Os dois fragmentos 
caracterizados foram depositados no GenBank (No. KF019184 e KF019185) e uma árvore filogenética foi 
construída com os acessos de mandioca obtidos na Colômbia e acessos de outras espécies depositadas no 
banco de dados (Figura 1). Os resultados revelaram que as duas sequências obtidas oriundas do BAG-
Mandioca foram agrupadas no mesmo ramo que o fitoplasma encontrado na Colômbia associado ao CFSD, 
sendo este do grupo 16SrIII, subgrupo 16SrIII-L. É importante destacar que, este estudo é o primeiro a 
relatar um fitoplasma associado ao couro-de-sapo da mandioca no Brasil. Desse modo, diversas evidências 
experimentais sugerem que o fitoplasma pode desempenhar também um importante papel na etiologia da 
CFSD, antes atribuída apenas ao vírus da família Reoviridae. As evidências encontradas abrem 
possibilidades para melhor compreensão da dinâmica epidemiológica dessa doença, ecologia do fitoplasma e 
sua interação com o hospedeiro e ao vírus associado a essa doença. Novos estudos serão realizados com a 
finalidade de verificar se a doença é causada por um complexo (Vírus – Fitoplasma) ou apenas a presença de 
um desses patógenos é suficiente para desencadear os sintomas da CFSD. Além das perspectivas 
apresentadas, esse trabalho pretende desenvolver um kit diagnóstico específico para a detecção dos 
fitoplasmas prevalentes no Brasil que infectam variedades de mandioca.   
 
  
Figura 1. Árvore filogenética gerada pelo método de Máxima Verossimilhança a partir da sequência 
parcial do gene 16S rRNA. Valores de bootstrap são mostrados na base dos ramos principais. Números de 
acesso do GenBank estão  indicados anterior a espécie de fitoplasma. Os tamanhos de ramos são indicados 
pela barra horizontal, correspondente a 0.001 (uma mudança de base a cada 1000 nucleotídeos). 
 
Conclusões 
Resultados preliminares por meio da técnica de Nested-PCR do gene16S rRNA indicam que acessos 
de germoplasma com sintomas típicos do couro de sapo da mandioca estão associados à presença de 
fitoplasma pertencentes ao grupo 16SrIII e subgrupo L. 
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